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葉 酸 の 微 生 物 定 量 に つ い て
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     1 緒    言
   1)
 葉 酸(Folic Acid:FA)は,現在では天 然型,合
成型 の如何 を問わずS仁reptococcus faecalis R及 び
Lactobacillus CaLeiの 発育 囚子の総称 であ る と考え
られ,自 然界 では動物質,特 に肝臓,膵 臓,腎 臓,蚕
蜥,酵 母及び 各種 植物 の葉,木 の子 等に比較的 多 く存
在す る水溶性Vitamin B群 に属 し,自 然物 中では大
抵Glutaxnic acidが 一peptide結 合 して存 し,又 一
部は遊離状態 で存 在 す る。
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 併 て葉酸の生 化学 的作用 に関 しては未だ 明確 でない
がi動 物組織 内でぱNuvlei acid・'tyrosineの 代謝
或 いはClioline-一, Xallthine-・D-amino acid
oxidase, Thionaseの イノr用,,一   し, B12と 相関
連 してNuclei acidの 生成 に必・要なThymine及 び
Purineの 合成 に密 接 な関 係 を右 し,生 体 内の細胞核
成 分,生 休内合成 への解決 の鍵 を提 供す るもの と考 え
られ る。
 葉酸の定量 方法 としては今 日までに比色法,ポ ・ーラ
ログ ラフ法,螢 光 法及び 動物 試験法(鼠,鶏 試験)等 が
報告 されてい るが,自 然物 中の葉酸 の理化学1的方 法は
未 だ確立 され てお らず,現 在 の ところ最 も信 頼 し得 る
一,,:,
二値を齎す 方法 、‡微 生物 に よる定}ヨ:(1Vficrobzoass一
 ヨき
ay)で あ り,こ の方 法は 最近広 く生化学 的研究に応
用 され るに至つ た。
 微生物 定量法 ぱ,微 生 物 の栄養要 求を墓礎 とす るも
ので葉酸 を必 須栄 養 とす るStreptococcus faecalis R
の完全 合成培 地か ら灰i三量せん とす る葉酸のみ を除 いた
合成培 地 を基礎 」音地(F3asal mAchum)と し,こ れに
Streptococcus faecalis Rを 一 定条件 で培養す る時 は
このS.faecalis Rは 一・定範 囲内 で1よそのフi§礎培 地
に加 え られた葉酸ii圭に対応 す る酸 生成 を行 な う特性 を
利用す る方法で,葉 酸標 準溶液 につ い て検定 した{-_}一t.
曲線(Dose response standard curve)と 照 し合わ
す こ とに よ り試 料中の 葉酸の定量 を行 な うの であ る。
    の        の
 J.'1`eply, wieland氏 等 は 動 物 組 織(牛,鼠,鶏,
                   6}    71
兎,豚)の 肝臓において,又 我が国では近藤,岩 井氏
等に よ り植物 組織 に おけ るMicrobioassayの 研 究が
な され,更 に Bioautography の応 用 に より。S.
faecalis Rの 発育 因子は, FA又 はFNS及 びそ の
conjugatesが 主 であ るこ とを 明 らか にし,そ の他未
知 潤子 の存在 を指摘 してい る。最 近村 田氏に よ り重層
法に よる定rtl;1が報 告 されて い るが,著 者はS. faecalis
I:を 使)Tlし て酸滴定 に よ り数種 の植 物組織 中の遊離型
並びに総 葉酸の分離 定量,試 料酵 素分解 に よる抽出条
件 の検 討並びにF3ioautographyに よりS.faecalis R
の 発育 囚子の 検索 を試 みた 。
丑 実 験 の 部
〔1〕微生物定量
1.試 料
簾㌔:∵ 諜1京 都蜘 販のもの
榎茸……艮野県人工栽培 のもの
2.使 川菌株:S.faecalis"R"ATCC8043
3.菌 株保存:一 ・般乳酸菌保存培圭也「ニッサン」を
 609/1の 割合に加熱溶解後,予 め沈降性CaCO3
 を約1g入 れた試験管 に10mlず つ分注後綿栓を
 施し,Koch滅 菌釜で問歌滅菌 した保存培地に穿
 刺培養(30-330C 24hrs)後 冷蔵廊に保存 した。
 尚,菌 の活性が落ちないよ うに1週 間に1度 ずつ
 植 え継いだ。
4.定 量に用いる試薬及び培地の調製
 (1)標 準葉酸溶液の調製
  純粋な葉酸(合 成品)10mgを 正確に秤取 し
  alcho120%含 む1/100N NaOH に溶解 して
   Xlに し,着 色瓶に入れ光線を遮蔽 して冷蔵庫
  に貯え,用 時に原液 を水で稀釈 して10mγ/inl
  の溶液 として使用 した。
 (2)基 礎培地の調製
  葉酸定量用基礎培地 「ニ ッサン」 (1955年A.
  o.A.c.組 成) を使用 した。 その成分組成は
  Table I.の 如ぎである。
芸本学 特別研究生(昭 和35年 度卒業生,平 教授指導)
昭和36年7月(1961)
Table I.基 礎培地成 分組成(Il分)
組  成 ユ仲 の量 組  成
カザ灘 ナ州
1一シス テイン  i
dl一 ト リ プ ト フ ァ ン1
1ク スパラギ/
羅 劣二;「
ニコチン酸  {
パ ラア ミノ
    安 息香酸
パ ン トテ ン酸
   カル シ ウム
K2HPO↓
MgSO.,_・7H_.0
 ユoglウ ラ シ,レ
500mgキ サ ンチン
400mglグ ・レタ チ オ ン
6。。mg}ビ タ ミ ンB・
膿 に 書1    
 8007iピ オチ ン
   FeSO L・7H20
1mglMnSO .F・
8・・γ}クー ン誹0
    ナ トリウム 6.29
400mglブ ドウ塘   尿
リー
1ソ ・レベ ー ト80
11中 の量
].Oing
20mg
5mg
400,
ユmg
4mg
 20Y
20mg
215.3mg
51.5g
40g
100mg
 上記粉末基礎培地を少量の水で1分 間煮沸後, pH
-6.8に 調節後,滅 菌蒸溜水を正確に規定通 り溶解後
予め滅菌 した試験管に10rn 1宛正確に分注した。
  (3)接 種菌用培地の調製
   一般乳酸菌接種培地 「ニッサン」 を規定通 り
   40g〃(pH-6.8)の 割合に水で加熱溶解後,試
   験管に10ml宛 分注後綿栓を施 し間歌滅菌後.
   冷暗所 に貯蔵 した。
  (4)接 種用菌液の調製
   純穿刺培養 したrl守体(移植後1週 間以内の もの)
   1白 金針を接種培地に移植 し,30_.-330Cに16
   -24hrs培 養 した ものを予め滅菌 した遠心管に
   移 し遠心 して一L清を除き,こ れに滅菌生理食塩
   水10m1を 加えてよく振盟 し菌体を懸濁させて
   洗浄 し,次 に遠心 して洗液を除き,再 び滅菌生
   理食塩水10m1を 加えて懸濁 し,そ の1mlを
   減菌生理食塩水1pmlに 注加 してよく振('mil4U.し接
   種菌液 とした。
          8)
  (5)Conjuga.seの 調製
   i)豚 腎 臓Conjugase 9
    豚 の新鮮 な腎臓 を3倍 量の水 でhomogenize
    後,遠 沈 し上清をiiyflosuper celで 濾過 し
    た ものを豚 腎臓Conjugaseと した(帯 紅 色)
   ii) 鶏 月卒臓Conjugase
    新鮮 な鶏の膵臓100g(25羽 分)を0.1M-
    Phosphate buffer SOS.(pH=7.0) と共に
    homogenizeし, toluo1を 加 えて30-300Cで
    24hrs二autolyseさ せた。然 る後 これを遠 心
一39一
    し沈降残渣iと脂層 との中間の灰褐色の水層を
    とり,等 容の0.1M Ca3(POの2の ゲル懸1輩す
      
    液を加 え,よ く概 梓 した。次 に遠心 して得 ら
    れた上 清を5。C以 下 に保 ちつつ 予め氷 冷 した
    一=」':容のethanolを 掩伴 しなが ら滴下 し,一 夜
    冷蔵庫 に保 ち生成 した 白色沈 澱は遠 心 して集
    め,0.1M-Phosphate buffer sol.(pH7.0)
    100mlに ょく懸濁 し遠 心 して得た上 清液を鶏
    膵臓Conjugaseと した。 両Conjugaseに
    はtoluolを 加え て冷臓 庫 に貯 えた。 尚,両
    Conjugase l ml中 の葉 酸含吊 はTable]ｺの
    如 きであ り,こ の 両Conjugaseに 由来す る
    葉酸 量を定 吊:値か ら差 引いた。
 Tabel L両Conjugase中の 葉酸含量
C・njug・ce・ml生 酸 量(m1)「 葉 酸(mr/ml)
鶏 肺 臓C・njug・ ・e 3.8733.92・9・}・ ・64
豚 腎臓Conlugase2.85/2.882.90J 1.20
■回圏■■■の軸 」幽L轟 瑚 鳳4… 】腿㎜` {L」一 "        一一幽幽               脚L」 剛 一-L」 剛 賦 、7男「鵬
 5.試 料検液 の調 製
  新鮮 な試 料10gを 秤取 し,少 量 の0.1M-Phosp
  ate buffer sol.と 共に 湯浴 上 で5min.加 熱 後,
  同buffer solで 充 分 にIii砕 抽 出 しガー一ビで繊 維
  質を除 き50miに 充す。 遊離 型葉酸 の定景 には,
  この うち5mlを50mlに 充 し,又 総 葉酸の定量
  には この うち5m1を 試験管 に と り,前 述 した豚
  瞥臓Conjllgase,鶏/摩 臓Conjugase各1mlず
  つ及 びCysteine 5 nlgを 加 え, toluo1の 存在 の
  もとに3033°Cで24hrs保温後,酵 素作用 をJL
  め るため に31nin加 熱後 濾過 し濾紙 を充分に洗諜
  し,そ の濾液 を50rnlに 充 した もの をそれぞれ 検
  液 とした。 以 上の検 液の 稀釈 は 予 備 実 験 でその
  0.05-1mlが 葉 酸を0. L-'J.5mγ 含 有す るよの
  に按配 して調 製 した。
 6.試 料検液 中の葉酸 の定掃:
  基 礎培地10m1ず つに標 準 葉酸溶液 を加 え,葉 酸
※ Na;PO・12HsO 7,6gを100mlの 水に溶解
  した液 とCaCls・6H206.759を100mlの水
  に溶解 した液 とを強 く撹梓 しながら一挙に加え
  生成す る白色沈澱は遠心して集め,更 に混在す
  るNaClを 除去するために洗液にCrの な くな
  るまでlo b回水洗を反復 し水で100mlに した。
  これを固 く密栓 した容器に入れ冷蔵庫に保存 し
  使 用時懸 濁 して使用した。
一40-一 一一
含量をそれぞれ0.5,1.0,2.0,4.0,6.0,8.0,
10.01nγ とし別に対照用としOm7'計8段 階,各
段階につき2組 の標進系列を調製 した。又前述の
如き調製 した試料検液を検量曲線の有効定量範囲
に相当する葉酸濃度の培地を3段 階,各 段階につ
き3組 の検液系列を調製 し,更 に回収率をみるた
めに検液 と標準葉酸溶液(1m〃10ml)の 既知量
とを加えて2段 階,各 段階につき2組 調製 した。
然る後,各 試験管の内容をよく混和 しキ ャップを
  Table皿.標 準系列酸度
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施 し常圧で15min滅 菌後急冷 し,こ れに前述の
接種菌液を無菌箱の中で液面 に正確に滴下するよ
うに注射器で1滴 接種後,30-33。Cで72hrs培
養後,旦T.B.をindicatorと して1/10N NaOH
で滴定 し,標 準系列の酸度(Table mよ り検量
曲線(Fig I)を 描き,検 液系列の酸度を挿入 し
て葉酸含量を読み とり,試 料19当 りの葉酸含量
を算出した(Table N)。
葉 酸 濃 度
N/ユONaOH
消費m1数
平 均 値
0.5mr
1.19
1.51
1.35
1,0mr
3.54
3.24
3.39
2.Om 1'14. Omγ
   i
7,26
7.as
7.1s
lo.30
10.90
10,60
6.Omr
11.70
11.36
11.53
S,Omr
11.SO
11.90
11..85
10.Om1'
11.70
12.00
11.85
Fig l.検 量 曲線
Table IV.
ち し や
Unheated
総
遊
o.to
o,so
2.35375,00 96.11
5.85
0.5・19.i・
1:11
298,00
323.4197,47
0,500.95 30.00 1!11
0.701.15 26,00 26.6498.53
1.001.45 23.50
一
試  料 各検液ml
潔 超 騨 含
蕾1鮮 γ/9
均含量
ml'/g
※※
白  菜Chinesecabbage}
回収率 椎
 00
94.91
茸
4.054.0611160,00
・ 1:
(Siitake)
     総
京  菜l
    i(Kyo-na)
o.la7.26 1155.00
9.411 996.67
1101.05
0.15
0.20,3.72;262.50100.87
遊 0.30
0.50
5,12; 241.G7
8.17; 245.00
247,2298.33
占 地 茸
o.to2.10335.00 90,05
総 0.305,25276.67285.701111
0.508.66251.00
o.zo2.30192.50 95.95
遊 0.404.45177.5Q178.6696.69
 f 6.22164.17
0.100.81115.00 103.79
総 o,ao1.51115.00
145.63
110.02'123.29
0.402.92
0.20 i' :1it 58.55
遊 0.401.90 70.00 77,50104.61
1・1 3.39 82.50
総
a,zo0.77 55.00
43.75
95.90
0.401.15 51.U592.59
1・1 2,49 .111
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(Simeji-
  take;
榎  茸
(Enoki一
take)
遊
総
遊
0.10
0.30
0.50
0.23
0.50
0.88
0.ユ・L塑
0.20'1.07
0.3a
25.00.
26.67
26.QO
23.7a
85,ao
87.50
   
1・66183.00
83.31
o.za
0.40
0.63
0,88
Q.6・ い ・27
40,00
33,75
  I30.00
34.58
95.24
92.57
103.41
111.85
...
112.60
 ※:算 術 平均値(3本 ク
 ※※:総 葉酸定量 値 よ り2.84を 引いた値
 総:総 葉 酸 遊:遊 離型葉酸
〔皿〕試料酵 素分解 に よる抽 出条 件 の検 討
 著者は本 実験 で試料分 解に豚腎 臓Conjugase,鶏 膵
臓Canjugaseにcysteineを添 加 したが,両Conju-
gaseが それぞれ 単独 で用い られ てい る場 合 もあ る。
著 者は結合型葉 酸が完全 に遊離化 され る ことを希望す
るので抽出条件 を変 え,両Conjugaseの効力 を比較
した。 その要領は 次の如 くであ る。
 京菜葉 片109を 摺鉢 で0.1M-Phosphate buffer sol.
と共 に充分 揺砕 後 ガーゼ で濾過 し繊 維質 を除 き50ml
に充 しその5mlを 試験 管に と りTable Vに 示 した
如 き処理 を施 し,更 に50mlに 充 しその0。2mlを 検
液 とし前述 と同様 な方 法に従つ て試 料19当 りの葉酸
含量を算 出 しその効 力を比較 した。その 結果はTable
Vの 如 きであつた。
 Table V.両Conjugaseの効 力比較
   A:豚 腎臓Conjugase
   B:鶏 縢臓Conjugase
   C:Cysteine 5 mg
夏
皿
皿
N
V
w
試料処理方法 管
N/ZO
NaoH
消費ml罧
検液5min.加 熱 3,50
1の 検液十A2mL 6.28
葉酸含量
mY/g
1の 検液 十2m1
1の 検液 十Alml十Blml
1の 検液 十A2mL1十C
7.04
367,50
647,60
731.72
6.96 724.60
6.72 695,10
塑 検液+B2ml+C」6.12
1の 鞭
、m1+Blm1+Cτ34
738.16
759.22
朕
検液
検液+C
検液十Alml十
     Blm1十C
6.54
6.98
7.40
一一41一
X
680.00
724.60
765.66
  砦1～Xの 処理 を施 し30-33。Cで24hrs.保 温。
  罧2本 算術平均値 。
 TableVに よれ ば豚腎 臓,鶏 膵臓Gonjugaseは 単
独 では遊離 化を充分 にな し得 な く,こ の両ConjugaSe
にCysteineを 添 加 した 場 合,最 高の定量値(W, X
を示 し,本 法は最 も効果 的 であ る ことが 確認 出来た。
又1,㎜ の定 量値の差 は,こ の試 料 中に もConjugaSe
が存 在 し,し か もD(か ら このConjugaseがCysteinc
によ り活性化 され た もの と考え られ る。 しか しこれに
よつ て結合 型か ら完全 に抽 出 され る ことは認め難 いが
四の処理 法に よる本定量 は満足 すべ き値 であ る と考え
る。
  京菜19当 りの葉酸含 量が 前実験 値 と異 るのは 試料
  が ことなつ ていた た め と考 え る
〔田〕Bioautography.9)
 PaperchromatographyとMicrobioassayとを併
用 し,試 料の 発育 因子 の検 索 を行 つた。
1. Paperchromatography-一次元 上昇法
 (1)東 洋濾 紙:No.50.2×40Cm
 (2)展 開 液:0.1M-Phosphate buffer sol.
        (P】ヨ[・=7.0).
 (3)対 照 液:葉 酸10γ/mL
 (4)試 料調 製
   試料109を0.1M--Phosphate buffer sol.(plI
   -7。0) と共に摺 鉢 で揺砕 抽 出後,ガ ーゼ で濾
   過繊維質 を除 きg/mlの 溶液 としその5m1に 豚
   腎臓,鶏 膵臓Conjugase各1mlにCysteine
   5mgを 加 え30-33。C 24hrs.保 温後加 熱 し濾
   過 した。対 照葉酸 と共 に濾 紙に10-20回Spot,
   室温暗所 で展開 した。 又両Conjugaseも 同様 に
   Spotし 展開 した。
3. Micrabioassay.
  滅菌 した基礎培 地(200ml)に 一 級寒天を2io加
 え均一 に溶解 し放 冷 して手 で触 れ得 る程 度(45-47
 0C)に なっ たな らば,別 に培 養 して調製 し た接種 用
 菌体(未 稀釈)を 培 地 の4°o前 後加え よ く振盈 し直
 ちに予 め70joalcholで 滅菌 した大型 シヤ ーレに流
 し込み均一 の厚 さに固 ら した。 この寒 天基礎培地 の
 上 に別 に作成 したPaperchromatogramを静 かに
 乗 せ30min.後 に取 り除 き30-33°C,24--40hrs.保
 温 した。 その結果 TableVJの 所 にはつ き りした
一42一
S.faecal1s Rの 発 育 帯Fig皿 を 認 め た 。
Table、q.各 試 料 のS.faecalis R発 育 因 子Rf値
試 料
葉酸(対 照)
名 陳 酸Rf値1醐甲刮 課 騒
1 α40
京 菜 0.34
ち  し  や
白   菜
0.39
椎 茸
占 地 茸
榎 茸
      一「一両Co皿jugase
0.59
0.59
0.52
0.54
 f
i-一一一一
i O
.79
0.86
0,81
1
0.33
FI9皿.各 試 料 のS. faecalis R.の 発 育 帯
 Table皿 及びFig皿 より,京 菜,ち しや等に於い
て葉酸(FA)Rf値0.40の 所にはつ きりした発育帯を
も認めたが白菜及び木の子類に於いては認め得ず,そ
の他に平均Rf値0.81及 び0.55の2個 の発育帯を認
め,こ の因子が何であるか確認するまでに至らなかつ
たが前者は文献Rf値(0.7-0.80)よ りFNAで あ るか
又岩井氏らが報告 しているRf値(1  i.9)の 未知因
子のいずれかであろ うと推定する。又両Conjugase
に於いては全 く発育帯を認めなかつたのでこれ らの発
育帯はCanjugaseに より起因 したもの とは考えられ
ない。
    皿.要   約
1. 葉酸定量用基礎培地「ニツサン」,薦 株S.faecalis
 "R"ATCC 8043を 用い10ml培 養,酸 滴定による本
 法の有効定量範囲は0.0-3.5mγ で回収率は89.83-
 123.29°oであつた。尚検液の各段階の定量誤差は15
 %で 検液量を増加す るに従い良い定量値を得 られる
 様に考え られるが,本 法では逆 に減少値示 したので
 この点を検討する必要がある。
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2.葉 酸は 自然物 中では結 合型,遊 離 型の二態 をな し
 て存在 してい る ことを再 確認 した。
3.結 合 型の葉酸 は豚 腎臓,鶏 膵臓Colljugaseに 活
 性剤Cysteineを 加 えた場合 に最 も遊 離化 され最 高
 の定量 値を もた らし,単 独 では遊 離化 を充分 にな し
 得 ない ことを認 めた。
4.Bioautographyによ りS. faecalis Rの 発育 因子
 ほ葉酸(FA)及 び その結合 型 のみ な らず多種性 で
 あ ることを認 めた。
5.本 定 量は あ くまで特定 の方 法で あ り,正 確 さを 出
 す ため には菌株,培 養量 を種 々変 えて検討 す る必要
 が あ る。
  この論交 を終 えるに当 り,こ の研 究に終 始親切 に
 御指導下 さい ま した平 友恒 教授 並 びに研究 室の皆様
 に深 く感謝 す る と共 に菌株 を提 供 下 さつ た ニツサ ン
 株 式会社 に厚 くお礼 申 し上げ ます 。
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